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Eine Absorptionsmethode
zur Herstellung weitgehend spezifischer Anti-Gc-Seren
Von G. BUNDSCHUH und U. KRAUSE
Am dem Institut für gerichtliche Medizin der Humboldt-Universität %u Berlin (Direktor: Professor Dr. med. O. Prokop)
(Eingegangen am 15. Januar 1965)
Es wird eine einfache Absorptionsmethode, mit der Anti-Gc haltige Immunseren weitgehend zu Anti-Gc-Seren
spezifiziert werden können, beschrieben. Als Absorptionsmaterial werden hitzeinaktivierte Humanseren verwendet.
Während die für die elektrophoretische Wanderung ausschlaggebenden Ladungen bereits durch die Inaktivierung
zerstörbar sind, werden die für die Antigen-Antikörper Reaktion in vitro erforderlichen Rezeptoren des Antigens
erst durch das zusätzliche Einfrieren unwirksam. Durch Immunisieren mit Kochfiltrat kann dagegen noch Anti-Gc
erzeugt werden.
A simple absorption method is described whereby anti-Gc-containing immunoserum can be made largely specific
to anti-Gc-sera. Heat-inactivated human sera are used as absorption material. While the charges which determine
the electrophoretic migration are destroyed by the inactivation, the receptors of the antigens, which are necessary
in vitro for the antigen-antibody reaction, are not inactivated until the preparations are also frozen. Upon immuniza-
tion with koch-filtrate, however, anti-Gc is still produced.
HIRSCHFELD entdeckte 1959 erbliche Varianten eines
Alpha2-Globulins, die er »Group specific component"
nannte. Als Nachweismethode verwendete er die Im-
munoelektrophorese. Die entsprechenden Präzipita-
tionsbögen liegen im Alpha2-Bereich unmittelbar in
Kanalnähe (in den nachfolgenden Abbildungen jeweils
durch einen Punkt gekennzeichnet). Während dieses
Globulin für die Klinik gegenwärtig noch ohne Be-
deutung ist, spielt es in der forensischen Serologie
bereits eine besondere Rolle. So können aus einer Eltern-
paarung mit gleichen reinerbigen Phänotypen nur Nach-
kommen resultieren, die den gleichen Phänotyp wie die
Eltern auf weisen. Abweichungen lassen auf Illegitimität
schließen. Die Ausschlußchance eines der .Vaterschaft
zu Unrecht beschuldigten Mannes beträgt auf Grund
der Genfrequenz etwa 17%. Darin liegt die besondere
Bedeutung für die forensische Serologie. — Um die Dia-
gnose des jeweiligen Gc-Typs zu erleichtern und damit
auch die Untersuchungstechnik weniger Geübten zugäng-
lich zu machen, wurden von uns Absorptionsmethoden
untersucht und die Ergebnisse nachfolgend mitgeteilt.
Die routinemäßige Bestimmung der Gc-Typen in der
forensischen Serologie wird für viele Untersucher noch
dadurch erschwert, daß nicht genügend Antiseren in
ausreichender Qualität zur Verfügung stehen. Viele
Uritersucher stellen sich die Antiseren durch Tier-
immunisierung selbst her. Als Mittlertiere werden meist
Kaninchen verwendet. Auch die erfolgreiche Immuni-
sierung von Ziegen wurde beschrieben (1).
Nach, unseren Erfahrungen bilden etwa 70% der im-
munisierten Kaninchen ein umfangreiches Anti-Mensch-
spektrum, aber nur etwa die Hälfte dieser Tiere bildet
zugleich ein brauchbares Anti-Gc. In den übrigen AntiT
seren ist die Anti-Gc-Komponente entweder zu schwach
oder wird durch andere Linien üb.erdeckt. Da eine
elektive Anfärbung der Gc-Komponente gegenwärtig
nicht bekannt ist, so ist. selbst bei
 f technisch einwand-
freier Ausführung der Immunoelektrophorese in einigen
Fällen der Gc-Typ nicht mit genügender Sicherheit
bestimmbar. Auch der von HIRSCHFELD (2) angegebene
Verifikationstest führt nicht immer zum Ziel, insbeson-
dere dann nicht, wenn das nicht sicher bestimmbare Serum
dem Typ Gc 2—l angehört. Aus unserem Routine-
material seien einige Fälle aufgeführt, die die Schwierig-
keit einzelner Bestimmungen dokumentieren.
In der Abbildung l werden die Auftrennungen Zwei
verschiedener Serumproben wiedergegeben, von der
lediglich die Serumprobe Nr. l eindeutig als Gc l—l
erkennbar ist. Die Serumprobe Nr. 2 gehört — wie mit
anderen Antiseren ermittelt wurde — dem Typ Gc 2—l
an. Aus der hier gezeigten Auftrennung ergibt sich der
Verdacht, daß die Spornbildungen über dem Plateau des
Gc-Bogens zwei bisher nicht bekannte Partialantigene
des Gc-Protein sanzeigen. Diese Spornbildungen wurden
nur bei den Gc-2—l-Typen beobachtet. Das verwendete
Antiserum wurde unter 145 verschiedenen Anti-Gc-
Seren von Kaninchen im Verlaufe von 3 Jahren zweimal
beobachtet. Möglicherweise- wurden diese Spornbildun-
gen bei anderen Antiseren früher übersehen. Durch
eine Absorption soll überprüft werden, ob die im Gc-
Bereich mit angezeigten Antigerie Gc-Spezifität besitzen,
also Partialantigene dieses Proteins sind, oder sich zu-
fällig in dieser Position darstellen.
In der Abbildung 2 wird die immunoelektrophoretische
Auftrennung von zwei anderen Humanseren gezeigt.
Als Anti-Gc wurde ein Serum vom Kaninchen K6 ver-
wendet. Während die Serumprobe Nr. 42 eindeutig als
AnthnumanKoninchehsefüm K3
Abb. l
Die Serumprobe Nr. 2 weist über dem Plateau des Gc-Bogens
(Gc 2—1) Spornbildungen auf (durch Pfeile gekennzeichnet).
Ob es sich um Partialantigene der GoKomponenten Gel und Gc 2
handelt, läßt sich aus der Auftrennung nicht zweifelsfrei erkennen.
Diese Spombildungen wurden nur bei Gc2—l Typen beobachtet
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Abb. 2
Die Serumprobe Nr. 35 ist nach dieser Auftrennung in bezug auf
den Gc-Typ nicht sicher zu beurteilen. Sehr wahrscheinlich liegt
der Typ Gc 2—2 vor (Hp l—1), vgl. Abb. 3
Gc l—l bestimmt wurde, war der Typ der Serum-
proben Nr. 35 nicht erkennbar. Diese Serumprobe
stammte von einem l Jahr alten Mädchen und wurde
durch Eilpost zur Untersuchung gesandt. Bei der Be-
stätigung eines durch Voruntersucher angenommenen
Types Gc 2—2 würde eine Ausschlußkonstellation re-
sultieren. Durch die Verwendung eines anderen Anti-
serums (Anti-Gc-Serum vom Pferd; Pasteur-Institut,
Paris) konnte die Diagnose ebenfalls nicht eindeutig
gestellt werden. Nach dieser Auftrennung hätte die
Diagnose Gel—l oder Gc 2—2 lauten können (s. Abb. 3).
Das Phänomen einander kreuzender Präzipitationsbögen
im Gc-Bereich (Abb. 3; Gc l—l oder Gc2—2) ist
häufiger zu beobachten. Einer der beiden Bögen ent-
spricht in der Regel dem Haptoglobin. Mit einem ab-
sorbierten, spezifisch reinen Anti-Gc-Serum wäre die
Diagnose hier sicher möglich gewesen. Zur Zeit der
Untersuchung des Serums stand uns absorbiertes Anti-
serum noch nicht zur Verfügung.
CLEVE und Mitarbeiter (3) beschrieben 1963 zwei bisher un-
bekannte Gene, die Gc-Phänotypen steuern: Gc Chip und Gc Ab.
Die aus der Kombination der nunmehr vier bekannten Gene resul-
tierenden Phänotypen dürften sich in der Immunoelektrophorese
in einigen Fällen sehr schwer gegeneinander abgrenzen lassen.
Auch in derartigen Fällen könnte ein spezifisch absorbiertes
Anti-Gc-Serum von Vorteil sein.
Um unseren Bedarf an Anti-Gc-Serum zu decken, wur-





Anti'-Human Kamnchenserum K 3
Humanserum und Seren von Einzelspendern immuni-
siert. Von den immunisierten Pferden bildeten 2 Tiere
ein bedingt brauchbares Anti-Gc. Unsere Erfahrungen
über die Immunisierung von Pferden werden an anderer
Stelle veröffentlicht. Das präzipitierende Anti-Human-
serum des Versuchspferdes Nr. 10, das auch zugleich
Anti-Lp gebildet hat (BUNDSCHUH, 1964), zeigte in
unabsorbiertem Zustand die Gc-1—1-Typen sehr deut-
lich an; die Typen Gc 2—l und 2—2 waren dagegen
schwer erkennbar, so daß anfangs an die Möglichkeit
einer spezifischen Digität dieses Antiserums für den
Typ Gc l—l gedacht wurde. Wie sich aber später
herausstellte, wurde das Präzipitat der Gc-Typen 2—l
und 2—2 durch das Präzipitat des Hp-Komplexes über-
deckt, das bei diesem Antiserum annähernd die gleiche
Position wie das Gc einnimmt. In Abbildung 4 wurde
das Rohserum dieses Pferdes verwendet.
Der Typ Gc 2—l (Abb. 4 unteres Startloch) ist gerade
erkennbar. Eine Verdünnung des Antiserums mit NaCl-
Lösung erbrachte keine besseren Resultate. Das von
REINS KOU (4) angegebene Verfahren der weiteren Auf-
trennung der Serumproben (Entfernung Albumin—
Startloch = 8 cm), bei dem die Gc-1—1-Typen durch
zwei ineinander übergehende und die Gc-2—1-Typen
durch drei ineinander übergehende Bögen charakteri-
siert werden, führte mit diesem Antiserum in einigen
aber nicht in allen Fällen zum Erfolg. Um dieses Anti-
serum für die Routine brauchbar zu machen, mußte
nach einem Absorptionsverfahren gesucht werden, mit
dem die störenden Antikörperkomponenten weitgehend
eliminiert werden konnten. Bei der Suche nach einer
geeigneten Methode mußte zugleich Wert darauf gelegt
werden, daß das entsprechende Absorptionsmaterial
billig, in ausreichender Menge und leicht verfügbar ist.
Die Absorption mit gereinigten Serumfraktionen, wie
sie HIRSCHFELD (5) anwendete (Albumin und Properdin)
schied somit aus1).
Es wurde versucht, Körperflüssigkeiten oder Organ-
extrakte aus Leichenmateriai zu gewinnen, die kein Gc
wohl aber andere Serumeiweißkomponenten enthalten.
In Analogie zu einer früheren Untersuchung bezüglich
des Hp-Gehaltes in extravasalen Flüssigkeiten (BuND-
Anti-*Humonserum Pferd 70-9
Abb. 3
Auftrennung der Serumprobe Nr. 35 mit einem anderen Anti-
serum (Anti-Humanserum vorn Pferd; Pasteur-Institut, Paris)
Abb. 4
Auftrennung zwei verschiedener Humanseren Gc l—l undGc2—1.
Das verwendete Immunserum stammt vom Pferd: Versuchstier
Nr. 10; Entnahmecharge 9. Die Gc-Linien werden im vorliegen-
den Fall deutlich angezeigt. In der Mehrzahl der Auftrennungen
waren die Präzipitationsbögen der Typen Gc 2—l und 2—2 nicht
sicher erkennbar
*) Über eine Methode zur Properdinherstellung wird von SCHÜTZ-
LER (6) berichtet.
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Abb. 5
Die Serumproben Nr. l und Nr. 2 wurden vor der immunoelektro-
phoretischen Analyse mit gleichen Teilen präzipitierenden Anti-
Humanserums versetzt, das kein Anti-Gc enthielt.
In der oberen Auftrennung wurde präzipitierendes Anti-Human-
serum K10, in der unteren K9 verwendet. In die Antiserumkanäle
wurde Anti-Gc-haltiges Immunserum gegeben. Im Alpha^· und
teilweise im Alphag-Bereich wurden einige Serumeiweißkompo-
nenten durch das hinzugegebene Anti-Gc freie Immunserum be-
reits vor der Elektrophorese präzipitiert und kamen so nicht mehr
zur Darstellung
SCHUH (7)) wurden verschiedene Körperflüssigkeiten,
Extravasate und Organextrakte auf ihren Gc-Gehalt
untersucht. Mit der Ausnahme nur einiger Liquores
wurde in fast allen anderen Proben — wenn Serum-
eiweißkörper nachgewiesen werden konnten — auch
Gc gefunden. Obwohl die Absorption mit der Cerebro-
spinalflüssigkeit, die in einigen Fällen kein Gc enthielt,
möglich war, wurde wegen der erheblichen Beschaf-
fungsschwierigkeiten ausreichender Mengen geeigneten
Liquors dieser Weg wieder verlassen. Eine zusammen-
fassende Darstellung der durchgeführten Versuche wird
im Rahmen einer Dissertation gegeben (KRAUSE, 1965).
Da uns ausreichende Mengen Immunseren von Kanin-
chen 2ur Verfügung standen, die kein Anti-Gc ent-
hielten, aber im Alpha2-Bereich mehrere andere Anti-
körperkomponenten aufwiesen, wurde überprüft, ob
durch Zusatz solcher Immunseren zu den zu unter-
suchenden Humanseren eine bessere Darstellung der
Gc-Typen durch die nachfolgende immunoelektro-
phoretische Analyse erreicht werden konnte. Den Ver-
suchsergebnissen zufolge ist dieser Weg bedingt ge-
eignet aber an ein zweites Antiserum gebunden. Für die „
Routine schien uns dieser Weg daher ungeeignet (s.
Abb. 5).
In weiteren Versuchen wurden Humanseren zur Ab-
sorption verwendet, in denen kein Gc nachgewiesen
werden konnte. In unserem Routinematerial wird ein
Fehlen von Gc in etwa 0,25% der Fälle beobachtet.
Ob hier genetische Hintergründe vorhanden sind oder
rein pathologische Serumveränderungen vorliegen, ist
noch ungeklärt. Auch wurde beobachtet, daß einzelne
Serumproben, in denen mit einem Antiserum kein Gc
nachgewiesen werden konnte, sich mit einem anderen
Antiserum dagegen eindeutige Typen erkennen ließen;
offenbar spielen auch methodische Fehler hier eine Rolle.
In keinem der von uns untersuchten Fälle konnte mit
einem derartigen Humanserum eine überzeugende Ab-
sorption eines Antiserums erreicht werden.
Eine Absorption des Antiserums durch Nabelblut ist
ebenfalls unmöglich, da Nabelblut bereits Gc enthält.
Offenbar setzt die kindliche Gc-Produktion sehr früh
ein. HIRSCHFELD und LUNELL (8) fanden unterschied-
liche Gc-Typen im mütterlichen und fötalen Blut (25 Wo-
chen alte und 230 mm lange Zwillingsföten).
In weiteren Versuchen wurde mit inaktivierten Human-
seren gearbeitet. Die Seren wurden im Wasserbad auf
verschiedene Temperaturen erhitzt und anschließend der
Nachweis des Gc-Types versucht. Unsere Ergebnisse
stimmen mit den von STÖSS und PETTENKOFER (9) er-
mittelten Werten sehr gut überein: Beim Inaktivieren
der zu untersuchenden Serumproben über +62° für
30 Minuten kann mit Hilfe der Imrnunoelektrophorese
der Gc-Typ nicht mehr bestimmt werden; die ent-
sprechende Bande fehlt im Elektropherogramm. Die
Mehrzahl der übrigen Banden ist noch deutlich ausge-
prägt (s. Abb. 6). Ähnliche Versuche wurden bereits
1962 von PROKOP und SCHLESINGER durchgeführt (un-
veröffentlichte Arbeit).
Abb. 6
Für die in der Abbildung dargestellten Inaktivierungsversuehe
wurden stets Serumproben des gleichen Humanserums (Gc-Typ
2—1) verwendet
Die Inaktivierung erfolgte irn Wasserbad über 30 Minuten. Die
Anfärbung des Präparates wurde mit Sudanschwarz und an-
. schließend mit Azokarmin vorgenommen
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Mit dem Filtrat gekochter Seren kann aber durch Im-
munisierung noch ein Anti-Menschspektrum erzeugt
werden. So konnte GIBB an unserem Institut durch
Kaninchenimmunisierung mit Kochfiltrat ein Anti-Gc
erzeugen. Durch die Immunisierung mit Acetontrocken-
pulver (Humanserum mit Aceton versetzen, bis ein
weißer Niederschlag erfolgt, über Nutschenfilter G3
filtrieren, Rückstand zum Immunisieren verwenden)
konnte EDER an unserem Institut ein brauchbares Anti-
Gc herstellen (s. Abb. 7). Daraus ist zu ersehen, daß
denaturiertes Antigen seine immunologische Reaktions-
weise im Tierexperiment weitgehend beibehält. Für
hitzedenaturierte Antigene ist- der Ausdruck „Kokto-
antigene" gebräuchlich. Durch Koktoantigene erzeugte
Immunseren werden in der Antigen-Antikörper-Reak-
tion in vitro sowohl die Koktoantigene als auch die
Nativantigene angezeigt. Durch Nativantigene erzeugte
Immunseren zeigen dagegen nur die Nativantigene an,
nicht das entsprechende Koktoantigen; s. Abbildung 6
(10). Die Thermostabilitätsgrenze ist für die einzelnen
Serumeiweißkörper unterschiedlich.
Mit den hitzeinaktivierten Humanseren wurden Ab-
sorptionsversuche durchgeführt. Bereits die ersten Er-
gebnisse waren positiv.
Hitzeinaktivierte Humanseren werden ebenfalls erfolgreich zum
Absorbieren von Antiglobuunseren eingesetzt. Eine Zusammen-
stellung der entsprechenden Literatur geben PROKOP und UIILEN-
BRUCK (11). Bemerkenswert ist, daß die gleiche Inakti-
vierungstemperatur von einigen Untersuchern angegeben wird:
-f 62° bei SPEISER (12) -j- 63° bei HUNTER und THOMAS.
Vorbereitung der Hnmanseren %//M Absorbieren
Einzelne oder gepoolte Serumproben (ohne Beachtung des Gc-
Typs) werden für 30 Min. unter mehrmaligem Schütteln auf
+ 64° erhitzt. Frische Serumprobcn können bei dieser Temperatur
bereits gelieren. Bei älteren oder gepooltcn Seren wurde ein Ge-
lieren bei dieser Temperatur nicht beobachtet. Einfrieren der er-
hitzten Serumproben bei etwa — 20° für 2 bis 3 Std., auftauen
und zentrif u gieren. Den Überstand (im Verhältnis l Teil hitzc-
inaktiviertes Humanserum und 2 Teile Antiserum) mit dem zu
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Abb. 7
Das für diese Auftrennungen verwendete Immunscrum wurde





Für die Präzipitation wurde das in Abb. 4 gezeigte Immunserum
vom Pferd 10—9 nach Absorption mit hitzcinaktiviertem Human-
serum verwendet. Im Alpha2-Bcreich treten der Gc-Bogen deut-




















Auftrennung 6 verschiedener Humanscren zur Bestimmung des
Gc-Typs. Die Präzipitation erfolgte durch absorbiertes Immun-
serum, Pferd 10—9.
Die asymmetrische ßogcnform der Scrumprobe Nr. 3 war nicht
reproduzierbar, es handelt sich offenbar um einen technischen
Fehler.
Inaktivierungszeit 30' bei 64°, nach dem Zcntrifugicrcn 3 Stdn.
bei — 20° eingefroren
reichen nach unseren Erfahrungen bereits 20 Min. bei Zimmer-
temperatur aus. Die Variation der Absorptionszcit und der Um-
gebungstemperatur blieb ohne sichtbaren Erfolg.
Untersttchinigsergebnisse
Wurde das frisch absorbierte Antiserum für die Gc-
Bestimmung verwendet, so konnte nach einer DifTusions-
seit von etwa 18 Stdn. bei + 37° eine zarte, aber scharfe
Gc-Bande bereits in ungefärbtem Zustand der Immuno-
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Abb. 10
Zur Darstellung der Gc-Typen wurde absorbiertes Immunserum
verwendet. Vor der Inaktivierung wurde das Humanserum durch
l;; NaOH auf pH = 8,6 eingestellt.
Inaktivierungszeit 30' bei 64°
Kanal I—III: Verschiedene Absorptionszeiten
I 10' bei Zimmertemperatur III CO' bei Zimmertemperatur
II 20' bei Zimmertemperatur IV 30' bei Zimmertemperatur
jedoch wurde das hitzeinaktivierte Humanserum über Nacht im
Tiefkühlschrank belassen
elektrophoresepräparate erkannt werden. Am frischen
Präparat ließen sich im Alpha2-Bereich keine weiteren
Linien erkennen. Erst nach dem Anfärben des Präparates
traten je nach Absorptionsverhältnis weitere Linien
schwachhervor, so das Makroglobulin und das Betalipo-
protein, ebenso das Alpha^Lipoprotein (s. Abb. 8). Diese
Fraktionen stören die Bestimmung der Gc-Typen nicht.
Sie sind im Routinetest zur besseren Orientierung er-
wünscht. — Das Antiserum vom Kaninchen K3, das
in unabsorbiertem Zustand bei den Humanseren vom
Typ Gc 2—l über dem Plateau des Gc-Bogen Sporn-
bildungen aufwies (s. Abb. 1), zeigte nach der Absorp-
tion nur noch den regulären Gc-Bogen an.
Diskussion
Durch die von uns beschriebene Absorptionsmethode
mit hitzeinaktiviertem Humanserum konnte das im un-
absorbierten Zustand für die Gc-Bestimmung nur be-
dingt brauchbare Immunserum des Pferdes Nr. 10 für
die Routine brauchbar gemacht werden. Auch Kanin-
chen-Antiseren lassen sich mit dieser Methode weit-
gehend spezifisch zu Anti-Gc absorbieren. Die Ver-
suche zur Lagerung der absorbierten Antiseren sind
noch nicht abgeschlossen. — Voraussetzung für den
Erfolg ist ein genügend hoher Anti-Gc-Titer im Roh-
serum.
Grundlage für die Absorption mit hitzeinaktiviertem
Humanserum ist die Thermolabilität der Gc-Kompo-
nente. Obwohl dieses Verfahren nicht absolut spezifisch
ist, da auch andere Komponenten thermolabil sind, er-
möglicht es doch eine für Routinezwecke ausreichende
Spezifität. — Die Thermolabilität der Gc-Komponente
bezieht sich auf die elektrophoretische Mobilität und
die Reaktionsweise des Proteins mit dem homologen
Antikörper, nicht auf die antigene Wirkung im Tier-
experiment: denn wie gezeigt wurde, kann mit ge-
kochtem Serum noch ein Anti-Gc erzeugt werden, das
auch mit Nativserum reagiert. Während durch die Hitze-
denaturation bereits bei + 62° am Eiweißmolekül des
Gc-Antigens Ladungsveränderungen herbeigeführt wer-
den, die seine elektrophoretische Mobilität verhindern,
werden offenbar durch die gleiche Temperatur die
Rezeptoren für die Antikörperbildung nur soweit ge-
schädigt, daß sie durch ein Einfrieren auf —20° vollends
zerstört werden können. Denn wird das hitzeinaktivierte
Serum vor der Absorption nicht eingefroren, so wird
durch den Absorptionsvorgang auch das Anti-Gc eli-
miniert. Das Einfrieren ist somit erforderlich, um das
Antigen zu zerstören.
Die Ursache für die unterschiedlichen Immunreaktionen
mit hitzedenaturiertem Antigen im Tierexperiment und
im Diffusionstest bzw. in der Immunoelektrophorese
sind sehr wahrscheinlich durch die Löslichkeitsver-
änderung bedingt, die mit der Denaturierung einhergeht.
Während die Löslichkeit des Antigens für den Nachweis
durch Elektrophorese und Diffusion notwendig ist,
dürfte für die Immunreaktion im Tierexperiment die
Löslichkeit keine entscheidende Rolle spielen (Phagozy-
tose des unlöslichen Antigens).
Für die technische Assistenz bei der Durchführung der Arbeit
danken wir unserer MTA Fräulein H. MARTH.
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